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RESUMEN

Después de un episodio isquémico 6 hipoglicémico ocurre muerte neuronal
desencadenada por la disminucion de los niveles de ATP, el aumento en los
niveles de glutamato extracelular y el incremento en la concentracion de calcio
intracelular. La muerte que se presenta en estas condiciones es de tipo
excitotoxico. Recientemente se ha establecido una estrecha relacion entre las
propiedades toxicas del glutamato y el estado energético celular. Una de las
regiones mas vulnerables al dafio isquémico/hipoglicémico es el hipocampo. En
el presente trabajo se estudio el efecto del yodoacetato, un inhibidor de la
enzima glicolitica gliceraldehido-3-fosfato, sobre la muerte neuronal y los
niveles extracelulares de aminoacidos. Ademas se estudio el efecto de
compuestos capaces de modificar el almacenamiento de calcio del reticulo
endoplasmico sobre la muerte neuronal inducida por el yodoacetato. Se
observd que la muerte neuronal es dependiente de la concentracién de
yodoacetato y de su tiempo de exposicion. El tratamiento con 50uM de
yodoacetato indujo un 50 % de muerte, asi como una reduccion de los niveles
de ATP (~ 50 %) a las 24 h. La muerte inducida por yodoacetato (50 uM) es
contrarrestada por antagonistas de receptores a glutamato (MK-801 y NBQX), y
por sustratos energéticos (acetoacetato y piruvato). De igual forma, se observd
que los niveles de ATP fueron restablecidos significativamente con Ila
administracion de acetoacetato y piruvato. El tratamiento con agonistas del
receptor a reanodina (cafeina y reanodina) exacerb6 la muerte, y la
administracion de antagonistas del receptor a reanodina e |IP3; (dantroleno,
reanodina, y xestospongina C, respectivamente) previene el dafio inducido por
yodoacetato. Se administraron inhibidores de la ATPasa de calcio del reticulo
endoplasmico (SERCA) (tapsigargina, acido ciclopiazénico y TMB-8), los cuales
no modificaron el efecto del yodoacetato sobre la muerte neuronal. No se
observé cambio alguno en los niveles extracelulares de aminoacidos

excitadores a los 30 min y 3.5 h después del tratamiento con el inhibidor



glicolitico. Estos resultados indican que la muerte inducida por la inhibicion
glicolitica es de tipo excitotoxica, debido a que los antagonistas de los
receptores a glutamato previenen la muerte. La protecciéon obtenida con los
antagonistas de los receptores a reanodina e IP3 indica una contribucién de las
pozas intracelulares de calcio del reticulo endoplasmico al proceso de muerte.
De la misma manera el proceso de muerte esta relacionado con los niveles
energéticos celulares, ya que la presencia de sustratos energéticos la

previenen.



INTRODUCCION

El glutamato es el aminoacido libre mas abundante en el cerebro y es el
neurotransmisor excitador predominante del sistema nervioso central de los
vertebrados. Ademas de participar en el metabolismo celular, el glutamato posee
un papel critico en la fisiologia sinaptica y en la plasticidad neuronal (McDonald y
Johnston, 1990). También se encuentra involucrado en los procesos de
aprendizaje y de memoria, a través de los cambios en la eficiencia sinaptica
dependientes del uso, como la potenciacién y la depresion a largo plazo. En
ciertas condiciones patologicas, se presenta un aumento en la concentracion
extracelular de glutamato y otros aminoacidos excitadores, lo que puede provocar
la sobreactivacion de las células nerviosas y desencadenar un mecanismo
excitotéxico que culmina en la muerte neuronal (ver mas adelante; Smith, 2000).
El acido glutamico contribuye de manera importante al dafio neuronal que se
presenta en los procesos de neurodegeneracion asociados a padecimientos
neurolégicos agudos como el trauma cerebral, la hipoglucemia y la isquemia
cerebral y se ha sugerido su participacion en padecimientos progresivos como la
Corea de Huntington, la Enfermedad de Alzheimer, la Esclerosis amiotréfica
Lateral, la Enfermedad de Parkinson y la Demencia Asociada al Sindrome de

Inmunodeficiencia Adquirida.

Bajo condiciones normales, la mayor parte del glutamato libre en el cerebro

proviene de la sintesis local a partir de la glutamina y de intermediarios del ciclo de



Krebs. Una fraccion considerable proviene del reciclamiento de proteinas del
cerebro. En las terminales sinapticas, el glutamato es almacenado en vesiculas y
liberado por un mecanismo dependiente de Ca?*. Una vez en el espacio sinaptico,
éste se une y activa receptores post-sinapticos especificos a glutamato. Varios

tipos de receptores a glutamato han sido identificados (Nakanishi, 1992).

Receptores a glutamato

El glutamato interactia con dos tipos generales de receptores, los
ionotrépicos y los metabotrépicos. Los receptores ionotropicos se denominan de
acuerdo a su agonista farmacolégico, y pueden ser diferenciados gracias a sus
propiedades farmacolégicas y electrofisiologicas en tres grupos: N-metil-D-
aspartato (NMDA), kainato (KA) y a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxasolpropionato
(AMPA) (Watkins y Olverman, 1987). Los receptores a AMPA y kainato comparten
algunas caracteristicas, por lo cual son llamados receptores no-NMDA. Los tres
receptores ionotrépicos son permeables a Na' y K*, mientras que el receptor
NMDA vy sélo algunos receptores AMPA y kainato son permeables a Ca®'
(Nakanishi, 1992; Seeburg, 1993). Esta permeabilidad diferencial esta dada por la
combinacién de subunidades que conforman el receptor. Los receptores
metabotropicos estan acoplados a proteinas que unen GTP (proteinas G) y

modulan de produccién de mensajeros intracelulares (Ozawa et al., 1998).



Receptores no-NMDA

Dentro de los receptores no-NMDA se encuentran los receptores AMPA vy
los receptores Kainato. Estos son complejos formados por cinco subunidades
hetero-oligbmericas. Ambos receptores estan acoplados a canales idnicos
permeables tanto a Na* como a K* (Fig. 1). La mayoria de canales asociados a
receptores AMPA no son permeables a Ca®*, pero algunos de estos receptores

forman canales idnicos permeables a este cation (Michaelis, 1997).

El receptor AMPA media la fase rapida inicial de la neurotransmision en el
sistema nervioso central (SNC). Usando técnicas de clonacién se han identificado
cuatro subunidades para este receptor (GluR1, GluR2, GIuR3 y GluR4). Las cuatro
subunidades, GIluR1-GluR4, tienen un tamafo similar (~900 aminoacidos),
presentan un 68-73% de semejanza en la secuencia de aminoacidos (Ozawa et al,
1998), y estan conformadas por cuatro dominios transmembranales (TM1, TMZ2,

TM3 y TM4).

En el sistema nervioso central, las propiedades funcionales del receptor
AMPA estan influenciadas, en gran medida, por la subunidad GIuR2, ya que la
presencia de esta subunidad le confiere al canal una baja permeabilidad al Ca?*,
Esto se debe a que la subunidad GIuR2 presenta en el segundo segmento
transmembral una arginina en vez de una glutamina, como es el caso del receptor
a NMDA que es muy permeable a Ca®* (Stone y Addae, 2002). El receptor a

AMPA presenta al menos tres sitios de union independientes en los cuales pueden



actuar tanto agonistas como antagonistas (Fig. 1). El sitio de unién a glutamato es
el mismo para antagonistas competitivos, como: 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-
benzo(F)quinoxalina (NBQX) y 6-(1H-imidazol-1-yl)-7-nitro-2,3(1H,4H-

quinoxalinediona (YM90K).

El receptor Kainato esta conformado por 5 subunidades: GIuR5, GIuRS6,
GIluR7, KA1 y KA2, esta poco estudiado debido a que este agonista también
estimula los receptores AMPA. Todas las subunidades presentes en la estructura
basica de los receptores AMPA/Kainato, incluyen los cuatro segmentos
transmembrales. Las subunidades GIuR5-GIuR7 tienen un tamarfo similar (~900
aminoacidos) y una similitud del 75-80% en la secuencia de aminoacidos y 40%
con las subunidades del receptor AMPA. Las subunidades KA1 —KA2 son un poco
mas grandes que GIuR5-GIuR7 (~970 aminoacidos) y tienen un 70 % de identidad

en la secuencia de aminoacidos (Ozawa et al, 1998).

Receptor NMDA

El receptor a NMDA responde a glutamato mas tardiamente que los
receptores no-NMDA y su contribucién a la corriente depende de un componente
lento de la corriente excitadora postsinaptica. El receptor NMDA es altamente
permeable a Ca®* y su apertura depende del voltaje, debido a que se encuentra
normalmente bloqueado por un i6n Mg* que es liberado al despolarizarse la
membrana, abriendo el canal. Este receptor presenta por lo menos seis sitios

diferentes de unién a ligandos (Fig. 1). Estos sitios son: 1) sitio de union al ligado



enddégeno (glutamato y D-aspartato); 2) sitio de unién a glicina (también es un
ligando endégeno) cuya ocupacion facilita la uniéon del glutamato con el receptor;
3) sitio de unién a poliaminas, como son la espermina y la espermidina. Estos
compuestos a bajas concentraciones, micromolares promueven la apertura del
canal y a altas concentraciones bloquean el canal de manera dependiente de
voltaje (Lynch y Guttmann, 2002); 4) sitio de unién del Mg?*, que se encuentra en
el poro del canal, aqui también se une el (+)-5-metil-10,11-dihidroxi-5H-
dibenzo(a,d)cicloheptano-5,10-imina maleato (MK-801), un potente antagonista
farmacoldgico no competitivo del receptor); 5) sitio de unién a Zn** y 6) sitio

modulador de unién a glutation.

En la dltima década se ha determinado la composicion de las subunidades
del receptor NMDA. Este receptor es un tetramero conformado por una subunidad
NMDAR1 (NR1) en combinacién con una o mas subunidades NMDAR2 (NR2), y
menos comunmente una subunidad NMDAR3 (NR3) (Kemp y McKernan, 2002).
Existen seis isoformas de la subunidad NR1 generadas por cortes alternativos en
el mismo gen, denominadas (NR1A-NR1G). La subunidad NR2, se presenta en
cuatro isoformas (NR2A-NR2D), provenientes de distintos genes. En contraste con
la subunidad NR1, la combinacion de cualquiera de las isoformas de NR2 no
produce receptores funcionales. Sin embargo, la combinacién de la subunidad
NR1 con cualquiera de las subunidades NR2 si produce receptores funcionales.
Las caracteristicas farmacolégicas y electrofisiolégicas del receptor varian de
acuerdo a la combinacién de las subunidades. Las subunidades NR1 y NR2A-

NR2D estan compuestas de 938, 1464, 1482, 1250 y 1323 aminoacidos,



respectivamente. La subunidad NR1 muestra baja homologia (25-28% de
identidad en la secuencia de aminoacidos) con otras subunidades GIluR. La
similitud entre las secuencias de aminoacidos entre las subfamilias NR1 y NR2 es
baja ~18 % y entre la familia NR2 es del 40 - 50 % (Nakanishi, 1992; Hollmann y

Heinemann, 1994).

Las subunidades NR1 y NR2A-NR2D presentan una asparagina en el sitio
correspondiente a la glutamina/arginina en los receptores AMPA. Esta asparagina
determina la permeabilidad al Ca®* y el bloqueo del Mg®* en el canal del receptor

NMDA (Ozawa et al, 1998).

NMDA Kainato AMPA

Figura 1. Representacion esquematica de los diferentes tipos de receptores
ionotrépicos a glutamato, y sus principales moduladores.
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Receptor metabotropico

Los receptores metabotrépicos se encuentran acoplados a una proteina G y
ademas a fosfolipasa C (PLC) 6 a la adenilato ciclasa y en general producen
cambios en la funcion celular y en la conductancia membranal en una escala
temporal mas lenta que los receptores ionotrépicos (Stone y Addae, 2002). Los
que estan acoplados a PLC provocan la hidrélisis de fosfolipidos de inositol,
produciendo segundos mensajeros como el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1-4,5-
trifosfato (IP3). EI DAG activa a la proteina cinasa C (PKC) que promueve la
fosforilacion de proteinas y el IP3 moviliza Ca®* de pozas intracelulares, al activar a
sus receptores en el reticulo endoplasmico. Algunos receptores metabotropicos

inhiben a la adenilato ciclasa (AC) y por lo tanto la formacién de AMPc.

Se han clonado 8 diferentes subtipos, clasificados en 3 grupos de acuerdo
con la homologia de su secuencia, su farmacologia y su mecanismo de
transducciéon: mGIluR1 y mGIuR5 (grupo 1), que activan a la PLC; mGIuR2 vy
mGIuR3 (grupo IlI) y mGIuR4, mGIluR6, mGIuR7 y mGIuR8 (grupo lll) acoplados
negativamente a la AC. Los mGluRs se encuentran en la presinapsis y en la
postsinapsis. Los grupos Il y Ill se encuentran primordialmente en terminales

presinapticas y el grupo | en terminales postsinapticas.

Los ocho subtipos mGIuUR1-mGIuR8 estan muy relacionados en su
estructura primaria. La secuencia de aminoacidos de los mGIuRs muestran mas
del 40 % de identidad y todos tienen siete regiones transmembranales. Todos los

receptores mGIuRs son proteinas considerablemente grandes (854- 1179

11



aminoacidos) con una region hidrofébica N-terminal grande de ~550 aminoacidos,
una regién central de ~250 aminoacidos que incluye los siete dominios
transmembranales y una region C-terminal (Nakanishi, 1992; Hollmann y

Heinemann, 1994).

Este receptor tiene como ligando endégeno el glutamato, y como agonistas
farmacolégicos al quiscualato, al ibotenato y al 1-aminociclopentano-1,3-

dicarboxilato (ACPD).

Quiscualato

Figura 2. Representacion esquematica de un subtipo de receptor
metabotrépico (grupo 1), el cual se encuentra acoplado via proteina G (G) a
fosfolipasa C (PLC). La PLC cataliza la produccién de diacilglicerol (DAG) que
activa a una proteina cinasa C (PKC) que activa una serie de enzimas
intracelulares, e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) el cual promueve la liberacién de
calcio de reticulo endoplasmico.
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Transportadores de glutamato

La eliminacion de los aminoacidos excitadores (glutamato y aspartato) de la
hendidura sinaptica y el mantenimiento de la concentracion extracelular de
glutamato en un rango micromolar, son procesos realizados por los
transportadores de alta afinidad dependientes de sodio (Na*) (Nicholls y Attwell,

1990; Fontana et al., 2002).

El funcionamiento de los transportadores de glutamato depende de la
existencia de un gradiente de Na* a través de la membrana plasmatica, el cual es
mantenido por la actividad de la ATPasa Na'/K*. En la actualidad han sido
clonados cinco transportadores de glutamato de alta afinidad dependientes de Na*
(Danbolt, 2001): transportador de glutamato/aspartato (GLAST) (Storck et al.,
1992), transportador de glutamato tipo 1 (GLT-1) (Pines et al., 1992), acarreador
de aminoacidos excitadores tipo 1 (EAAC1) (Kanai and Heideger, 1992),
transportador de aminoacidos excitadores tipo 4 (EAAT4) (Fairman et al., 1995) y
5 (EAATS) (Arriza et al.,, 1997). La captura de glutamato esta acoplada a la
translocacién de 2 o 3 iones Na* mas un i6n hidrogeno (H"), seguido del contra
transporte de un i6n potasio (K*) y un anién hidroxilo (OH’) (Zerangue y

Kavanaugh, 1996).
GLAST y GLT-1 se encuentran localizados principalmente en las células

gliales (Schmitt et al., 1997; Rosthein et al., 1994) y al parecer son los

transportadores predominantes en el cerebro. EAAC1 ha sido localizado

13



exclusivamente en neuronas, tanto glutamatérgicas como no-glutamatérgicas
(Rothstein et al., 1994). Estudios de microscopia electronica han revelado que este
transportador solo se encuentra localizado en los somas de las neuronas y no en
las terminales presinapticas (Rothstein et al., 1994). EAAT4 se encuentra
exclusivamente en las dendritas de las células de Purkinje del cerebelo (Fairman
et al.,, 1995) y EAATS se expresa selectivamente en las celulas de Miller de la

retina (Arriza et al., 1997).

Ademas de los cinco transportadores de glutamato dependientes de Na®,
hay evidencia de la existencia de dos transportadores de glutamato dependientes
de cloro (CI") en células de glioma y en cultivos primarios de astrocitos (Kimelberg

etal., 1979).

El glutamato capturado por las celulas gliales es convertido, por la
glutamina sintetasa (una enzima exclusiva de las células gliales), a glutamina, la
cual es liberada al medio extracelular y capturada por las neuronas para
convertirla a glutamato por una glutaminasa, permitiendo el reciclamiento del

neurotransmisor.

Dada la funcién de los transportadores de glutamato de alta afinidad de
mantener la concentracion de glutamato extracelular a niveles fisiologicos, la
alteracion en su actividad o en su contenido puede contribuir a aumentar la

vulnerabilidad a la toxicidad de este neurotransmisor.
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Excitotoxicidad

Los primeros estudios que sugirieron el papel del glutamato como
neurotransmisor excitador fueron realizados por Curtis y colaboradores en 1954,
en donde se observé que el glutamato y sus analogos superfundidos en células de
médula espinal de gato, provocaba un aumento en la tasa de disparo de éstas.
Por otra parte en 1957, Lucas y Newhouse observaron por primera vez que la
inyeccion intraperitonial de glutamato en ratas producia degeneracion de la capa
interna en la retina. Posteriormente, Olney y colaboradores (1969) observaron que
la administraciéon de glutamato a ratones inmaduros producia neurodegeneracion
en algunas regiones del sistema nervioso central, como el hipotalamo y otras
zonas cuya barrera hematoencefalica no estaba totalmente desarrollada. Dada la
correlacién entre la capacidad del glutamato para despolarizar, y su potencialidad
neurotéxica, Olney en 1978 acufio el término excitotoxicidad para referirse a la
capacidad de los aminoacidos excitadores bajo ciertas condiciones, de destruir a
las células nerviosas. Se sugiri6 que la muerte neuronal excitotoxica se debe al

agotamiento de las pozas energéticas debido a su excitacion prolongada.

En 1987, Choi demuestra que la entrada de Ca®" a la célula es un factor
preponderante para la muerte excitotoxica, ya que el catibn activa una serie de
enzimas (proteasas, endonucleasas, fosfolipasas y xantin oxidasa), y vias
metabodlicas que dan lugar a la desintegracion de proteinas y fosfolipidos de la

membrana. Lo anterior puede traer como consecuencia la generacién de radicales
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libres, y consecuentemente dafio del DNA, proteinas y lipidos membranales

contribuyendo al deterioro y la muerte neuronal (Fig. 3)

En los 90’s, se retomé la hipotesis excitotéxica inicialmente propuesta por
Olney, sin descartar la participacion del calcio como una sefal de inicio del
proceso de muerte excitotéxica. Sin embargo, se ha dado mas énfasis al estado

energético de la célula, centrandose en la participacion de la mitocondria en la

muerte excitotoxica.
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Figura 3. Posibles vias metabdlicas involucradas en la muerte neuronal
producida por excitotoxicidad. La activacion de los receptores glutamatérgicos
ionotropicos permite una entrada masiva de calcio. El aumento en la
concentracion de calcio intracelular activa una serie de enzimas que
contribuyen al dafio neuronal. La pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica da lugar a la fuga de glutamato al medio extracelular, lo que
contribuye a la activacién prolongada de los receptores glutamatérgicos de
neuronas vecinas. A su vez, la entrada de calcio promueve la liberaciéon de
glutamato por exocitosis, creandose un sistema de retroalimentacion que
redunda en la sobrexcitacion neuronal prolongada.
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Isquemia y muerte excitotoxica

La isquemia cerebral asociada con los accidentes cerebrovasculares tiene
un gran impacto debido a la severidad de sus secuelas. Los trastornos vasculares
cerebrales se ubican entre las tres primeras causas de muerte en Norteamérica y
en Europa Occidental, y son la causa principal de incapacidad permanente en los
adultos, principalmente por el traumatismo cerebral y la hipoxia perinatal. En
México los accidentes cerebrovasculares representan la 62 causa de muerte
(INEGI, 20001). Independientemente de la causa, la isquemia cerebral se presenta
cuando existe una reduccién del flujo sanguineo cerebral, provocando dano
neuronal irreversible en la zona en donde se interrumpe por completo el flujo
sanguineo (foco isquémico). Sin embargo, en la zona circundante al foco
isquémico, el dafio neuronal se desarrolla lentamente. Esta region es denominada

como zona de penumbra o zona perifocal (Massieu, 1998).

Un gran numero de estudios apoyan la hipotesis de que la muerte
neuronal asociada con la isquemia cerebral se debe a un proceso excitotoxico
mediado por la sobreactivacion de los receptores a glutamato. En experimentos de
microdidlisis en diversos modelos de isquemia cerebral se ha demostrado que
inmediatamente después del inicio del episodio isquémico se presenta un
incremento en la concentracion extracelular de glutamato y aspartato (Benveniste
et al. 1984). En las regiones donde ocurre este incremento se presenta muerte
neuronal dias después del evento isquémico, la cual se ha denominado muerte

neuronal retardada.
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Estudios un vitro, han demostrado que se presenta muerte excitotdxica
cuando las células son expuestas a glutamato como consecuencia de la
prolongada activacién de los receptores a aminoacidos excitadores (Choi et al.
1988). Ademas, muchos estudios han demostrado que los antagonistas de los
receptores glutamatérgicos tanto de tipo NMDA como no-NMDA, evitan la muerte
asociada a la hipoxia/isquemia y a la hipoglicemia (Simon et al. 1984; Foster et al.
1988; Wieloch et al. 1985; McCulloch et al. 1991). Asimismo, se ha encontrado
que la interrupcién de la inervacion glutamatergica a la regiéon isquémica, evita el

dafio neuronal (Benveniste et al. 1989).

Excitotoxicidad y el estado energético celular

Los principales recursos de energia en el sistema nervioso son el oxigeno y
la glucosa. Durante condiciones de hipoxia/isquemia la interrupcion de la irrigacion
sanguinea cerebral produce un estrés metabdlico debido a la falta de ATP
generado a través de la fosforilacion a nivel de sustrato de la glicélisis, y a la
fosforilacién oxidativa. Cuando los requerimientos de glucosa no se satisfacen
debido a la hipoglicemia o a la isquemia cerebral, se produce la muerte de las
neuronas posiblemente como consecuencia de la combinacién de dos factores: 1)
la deficiencia energética debida no sélo a la falta de flujo sanguineo, sino
posiblemente también a la alteracion permanente de la actividad del transporte de
electrones mitocondrial (Allen et al. 1995; Zaidan y Sims, 1994; Canevari et al.
1997); 2) al aumento en los niveles extracelulares de los aminoacidos

excitadores, glutamato y aspartato (Benveniste et al. 1984). Las causas de este
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aumento en las concentraciones extracelulares de estos aminoacidos no se
conocen, pero se piensa que puede deberse a un funcionamiento deficiente o
inverso de sus transportadores, que son dependientes de energia (Rossi et al.

2000).

Desde hace tiempo, se ha reconocido la importancia de la relacién que
existe entre los efectos toxicos el glutamato y el estado energético de la célula
(Novelli et al. 1998; Henneberry, 1989; Beal, 1993; Schinder et al. 1996). En
estudios in vivo e in vitro se ha mostrado que la toxicidad del glutamato y sus
analogos se exacerba en presencia de inhibidores metabdlicos (Novelli et al. 1998;
Greene y Grenamyre, 1995; Sanchez-Carbante y Massieu, 1999; Garcia y
Massieu, 2001; Massieu et al, 2002; Massieu et al., 2003). Estudios in vitro en
retina de pollo han mostrado que la inhibicion simultanea de la glicdlisis y la
cadena transportadora de electrones da lugar a la muerte neuronal, que puede
prevenirse con antagonistas del receptor glutamatérgico de tipo NMDA (Zeevalk y
Nicklas, 1990). En condiciones de deficiencia energética, la actividad de la
ATPasa Na'/K' es inhibida, colapsando el gradiente i6nico membranal,
provocando a su vez la despolarizacién de la membrana y la perdida del bloqueo
del receptor NMDA por el Mg®*. Esto permite la activacién de estos receptores a
concentraciones fisiologicas de glutamato extracelular. El proceso de muerte
neuronal producido en estas condiciones se ha denominado excitotoxicidad
secundaria (Novelli et al. 1988; Zeevalk y Nicklas, 1992) (Fig. 4). Algunos
experimentos sugieren que el dafo neuronal irreversible producido por el

glutamato o sus analogos se debe a la falla mitocondrial (Ankarcrona et al. 1995;
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Schinder et al. 1996; Budd y Nichols, 1996), y que la muerte neuronal producida
por inhibidores de la cadena respiratoria y de la glicélisis se produce por un
mecanismo excitotoxico (Storey et al. 1992; Pang y Geddes, 1997; Zeevalk y
Nicklas, 1990). Lo anterior apoya la estrecha relacion entre el estado energético

celular y la muerte excitotdxica.

Despolarizacién

NO Sintasa — NO- + O, — ONOO-

Proteasas
Xantina oxidasa
Fosfatasas

Figura 4. Mecanismos celulares involucrados en la muerte inducida por
excitotoxicidad secundaria. En condiciones de deficiencia energética, la
actividad de la ATPasa Na'/K" es inhibida, colapsando el gradiente i6nico
membranal, provocando a su vez la despolarizacion de la membrana y la
perdida del bloqueo del receptor NMDA por el Mgz“. Esto permite la activacién
de estos receptores a bajas concentraciones de glutamato extracelular, y un
incremento de calcio intracelular. Este incremento de calcio intracelular activa
una serie de enzimas como proteasas, fosfatasas, endonucleasas y oxido
nitrico sintasa. El 6xido nitrico (NO) y el super 6xido (O,) producen dafio
membranal por lipoperoxidacion.
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La enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenas

La enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) es una de las
enzimas participantes en la glicolisis. En algunos estudios se ha reportado la
participacion de esta enzima, en enfermedades neurodegenerativas, como la
Corea de Huntington donde se ha observado que la proteina huntingtina se une a
la GADPH (Burke et al. 1996), lo cual sugiere una disminucién en su actividad
(Roses, 1996). Ademas, la GADPH puede unirse al dominio citoplasmatico de la
proteina precursora amiloide (Shulze et al. 1992), involucrada en la formacion de

placas amiloideas en pacientes con la enfermedad de Alzheirmer.

+ ICH,COOH

Yodoacetato

GAPDH
activa inactiva

Figura 5. Inhibicién de la GADPH por la unién covalente del yodoacetato al
sulfidrilo de la cisteina 149 del sitio activo de la enzima.
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La administracién de yodoacetato, que es un inhibidor irreversible de la
enzima (licolitica, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, se utiliza
frecuentemente para interrumpir la via glicolitica. El yodoacetato inhibe a la
enzima uniéndose de manera covalente a un grupo sulfidrilo localizado en su sitio
activo (Fig. 5). En condiciones normales in vivo, la glicélisis contribuye solamente
con el 5% de la produccién de energia en las neuronas, pero es una fuente
importante de precursores del ciclo de Krebs y de la fosforilacién oxidativa. Como
se menciond anteriormente, la inhibicién de la glicélisis in vitro en la retina
exacerba el dafio neuronal producido por el glutamato. En un estudio realizado por
Uto (1995) en cultivos de células hipocampales de la region CA1 y de corteza
cerebral, la presencia de 1 o 10 mM de KCN y arsenato (que inhiben el
metabolismo aerébico), produce una reduccion en la sobrevivencia del 50 %. En
tanto que, las mismas concentraciones de yodoacetato producen la muerte de la
totalidad de las células. Recientemente, Matthews et al. (1997) demostraron que la
administracion de yodoacetato directamente en el estriado de la rata produce
muerte neuronal y sugiere que ésta puede ser de tipo excitotoxico. Ademas,
experimentos de microdialisis in vivo han mostrado que la inhibicién de la glicélisis
con yodoacetato produce la elevacion de los niveles extracelulares de aspartato y
glutamato, lo cual podria dar lugar a la muerte neuronal (Sanderg et al. 1985;
Massieu et al. 2000). La administracién in vivo de 5 mM de yodoacetato induce un
incremento de 3.5 veces y de 35 veces de los niveles extracelulares de glutamato
y aspartato, respectivamente, y se acompania de muerte neuronal en la regiéon

CA1 y en el giro dentado del hipocampo (Massieu et al., 2000).

2



Diversos estudios in vitro han mostrado que el yodoacetato induce la
liberacion de glutamato y aspartato aparentemente a través del funcionamiento
inverso de sus transportadores (Madl y Burgesser, 1993; Gemba et al., 1994;
Ogata et al., 1995; Longuemare y Swanson, 1995). Sin embargo otros estudios
han sugerido que ofros mecanismos participan en la muerte inducida por
yodoacetato, y que ésta no se previene con antagonistas de los receptores a
glutamato, pero si con antioxidantes (Uto et al. 1995; Malcolm et al, 2000). Por lo
que no esta del todo claro si la muerte inducida por la inhibicién glicolitica

involucra un mecanismo excitotoxico.

Calcio intracelular y la muerte excitotéxica

El calcio (Ca®*) intracelular participa como segundo mensajero en la
regulacion de una gran variedad de procesos celulares como son la excitabilidad,
contraccion muscular, liberacion de neurotransmisores, plasticidad sinaptica,
expresion de genes durante el desarrollo y diferenciaciéon. La generaciéon de
sefiales de Ca®" esta determinada por la interaccion entre la entrada de Ca?
extracelular, la liberacién de Ca®* de compartimentos intracelulares, su unién a
proteinas de amortiguamiento de calcio citoplasmatico y la subsiguiente remocién
del Ca®* del citosol por la extrusién transmembranal de Ca?* o su secuestro por
organelos intracelulares. La concentracion del Ca?* intracelular es 10 000 veces
menor que la extracelular, siendo 100 nM y 1 mM, respectivamente (Kostyuk and
Verkhratsky, 1994). Este gradiente de concentracién es mantenido por la relativa

impermeabilidad de la membrana plasmatica al Ca®* y por la presencia de
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ATP, la generacion de especies reactivas de oxigeno, y eventualmente con un
cambio transitorio en la permeabilidad de la membrana mitocondrial,
contribuyendo todo esto al dafio neuronal irreversible (Ankarcrona et al., 1995;
Budd and Nicholls, 1996; Schinder et al., 1996; Satter et al., 1998). Estas
observaciones sugieren que la integridad del funcionamiento mitocondrial es muy
importante en el mantenimiento de la homeostasis de Ca®* intracelular y por tanto
en la sobrevivencia de las células después de un evento téxico. Una de las
evidencias de la participacion de la mitocondria en la desregulacion del Ca**y la
muerte neuronal, es que la ciclosporina A (CsA), que inhibe la apertura del poro
de transicién mitocondrial, previene la muerte en diferentes modelos de isquemia
transitoria (Kuroda et al., 1999; Uchino et al., 1995; Yoshimoto y Siesj6é, 1999), de
excitotoxicidad (Schinder et al., 1996; Ruiz et al., 2000) y de privacion de oxigeno
y glucosa (Seaton et al., 1998; Fiskum et al., 1999). La mayoria de los trabajos
enfocados a dilucidar los mecanismos implicados en la desregulacién del Ca®*
intracelular se centran en la mitocondria, mientras que se ha prestado menor
atencion a la participacion del reticulo endoplasmico en la muerte neuronal

excitotoxica (Paschen y Doutheil, 1999; Mattson et al., 2000).

Reticulo endoplasmico

El reticulo endoplasmico (RE) es uno de los principales organelos
intracelulares. Esta formado por una red de cisternas y tabulos (Meldolesi, 2001) y
ocupa una parte sustancial (>10 %) del volumen celular. El RE controla la sintesis
de proteinas, asi como, su procesamiento post-traduccional y genera una gran

variedad de sefiales hacia el nicleo a través de proteinas unidas a Ca®*
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(Verkhratsky y Petersen, 2002). Al mismo tiempo, el RE es reconocido como un
importante organelo de sefalizaciéon. Particularmente importante para la funciéon
de las neuronas es la habilidad del RE de actuar como un reservorio dinamico de
Ca®", ya que es capaz de acumular activamente Ca®* y liberarlo en respuesta a
estimulos fisiolégicos (Verkhratsky, 2002). La fisiologia molecular del RE como
almacén de Ca®* esta sustentada por varias familias de proteinas localizadas en
las endomembranas, asi como dentro de su lumen. Las proteinas mas importantes
son la bomba de Ca®* del tipo ATPasa del reticulo sarco(endo)plasmico (SERCA),
canales liberadores de Ca®*y proteinas de unién a Ca** intraluminal, muchas de

las cuales sirven como enzimas reguladores de Ca**.

En condiciones de reposo la concentraciéon de Ca®* en el lumen del RE es
considerablemente mas alta (10 - 100 pM) que la concentracién de Ca®* en el
citoplasma (100 - 300 nM). Este gradiente de Ca®** es mantenido por la SERCA. El
RE cuenta también con dos canales de Ca?*, el receptor a inositol-trifosfato (IP3) y

el receptor a rianodina (Ry) (Mattson el al., 2000) (Fig. 6).

La SERCA

Las células co-expresan bombas de calcio en la membrana y en el reticulo
endoplasmico. La proteina de la bomba SERCA consiste de una sola cadena
polipéptidica (~ 1000 aminoacidos) dividida en cuatro dominios. Hasta el momento
se han descrito tres diferentes genes que expresan la SERCA en mamiferos. Al

parecer la SERCA1 se encuentra localizada casi exclusivamente en musculo
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esquelético rapido, mientras que la SERCA2 y SERCA3 (Pozzan et al., 1994) se
expresan ampliamente en varios tejidos. La SERCA1 presenta dos isoformas: la
SERCA1a que se expresa en adultos y la SERCA1b en la etapa neonatal. La
proteina SERCA2 también posee dos isoformas: SERCA2a la cual esta
predominantemente expresada en musculo cardiaco, liso, en fibras de musculo
esquelético lento y en neuronas de Purkinje del cerebelo y la SERCA2b
predominantemente expresada en el cerebro (Kostyuk y Verkhratsky, 1994). La
SERCAS es el miembro recién descubierto de la familia de las SERCA. Se han
descrito cinco isoformas (SERCA3a-e) de ésta bomba en células humanas,
posiblemente producto del corte y empalme alternativo del RNAm (Wuytack el al.,

2002).

Las bombas SERCA son diferencialmente reguladas en el citosol por Ca®*
citoplasmico e intraluminal: el incremento en la concentracion de Ca®* citosélico
activa el bombeo de Ca®* al RE, mientras que el incremento en el contenido
luminar de Ca*" libre inhibe la SERCA. La SERCA es efectiva y selectivamente
bloqueada por tapsigargina a concentraciones nanomolares y por el acido

ciclopiazonico a concentraciones micromolares (Kostyuk y Verkhratsky, 1994).

El receptor a IP;

La estimulacion del receptor a IP; resulta en movilizacién del Ca®* de pozas
intracelulares, las cuales son activadas por muchos procesos celulares, como
neuromodulacién, plasticidad sinaptica y percepciéon sensorial (Berridge, 1993). El

receptor a IP; es activado por Ca** e IP3, el cual es el producto de la hidrélisis del
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fosfolipido 4,5-bifosfato fosfatidil-inositol (PIP2). El receptor a IP3 es un tetramero
de cuatro cadenas polipeptidicas, cada una con un peso molecular cercano a 300
kDa (Bilmen y Michelangeli, 2002). Cada subunidad tiene un sitio de union al IPs.
Hay tres diferentes isoformas del receptor a |P; codificados por tres diferentes
genes (RIP31, RIP32 y RIP33). Las tres isoformas presentan una activacion
bifasica por el Ca?* citosélico, activandose a una concentracion de Ca?* cercana a
300 nM, pero inhibiéndose a concentraciones mas bajas o mas altas de Ca*
(Taylor y Laude, 2002). El receptor de IP3 también es regulado por otros
mecanismos, como fosforilaciones y ATP (Taylor et al., 1999). En el cerebro y el

cerebelo se expresa abundantemente el receptores a IP3, casi exclusivamente la

isoforma RIP31.

Inicialmente la heparina era la unica herramienta farmacolégica para inhibir
la actividad del receptor a IP;, pero contaba con muchas limitantes, como baja
afinidad, poca selectividad, impermeabilidad en la membrana plasmatica (Gafni et
al., 1997), y estimulacién de la liberacién de Ca?* via receptores a rianodina
(Bezprovzvanny et al., 1993). Recientemente se ha utilizado a la xestospongina C
(XeC), un farmaco obtenido de una esponja australiana de la especie
Xestospongina. Este farmaco ha mostrado un potente efecto bloqueador de la
liberacién de Ca®** mediada por IPs; en vesiculas de reticulo endoplasmico de

cerebelo de conejo (Gafni et al., 1997).
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El receptor a rianodina

La liberacién de calcio por la activacién del receptor a rianodina (Ry) se
realiza por un mecanismo de retroalimentacion positiva denominado liberacion de
calcio inducida por calcio (LCIC). La actividad del receptor a rianodina puede ser
modulada por muchas sustancias, incluyendo reguladores endégenos y exégenos.
Los primeros agrupan iones (Ca**, Mg?*, H*, Fe?, fosfato inorganico), nucleétidos
de adenina (AMP, ADP y ATP), adenosina difosfato ribosa ciclica (ADPRc),
calmodulina, fosforilacion por proteina cinasa A (PKA) y proteina cinasa C (PKC),
oxidacion y agentes reductores. Los reguladores exégenos son representados por
diferentes agentes farmacoldgicos, que incluyen a la rianodina, la cafeina, el

halotano y el rojo de rutenio (Rossi y Sorrentino, 2002) (Fig. 6).

Al igual que el receptor a IP3, el receptor a rianodina es un tetramero de
cuatro subunidades monoméricas de >400 kDa (Smith y Nahorski, 1993). El
receptor a rianodina esta codificado por una familia de genes que se expresan
principalmente en musculo esquelético, corazén y cerebro (Palnitkar el a., 1997).
Tres diferentes isoformas del receptor a rianodina han sido identificados en tejido
de mamiferos: el RRy1, el cual es predominantemente expresado en musculo
esquelético; el RRy2, que se expresa predominantemente en musculo cardiaco y
el RRy3, el cual es expresado en diferentes tejidos, en los cuales se incluye el
cerebro (Zhao et al., 2001). El RRy1 se expresa en las células de Purkinje del

cerebelo y el RRy2 se expresa ampliamente en el cerebro (Rosa et al., 1997).
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Figura 6. Mecanismos de regulacién del calcio intracelular. El RE cuenta con
estructuras capaces de almacenar (SERCA) y liberar Ca?* del RE (receptores
a rianodina y receptores a IP;), asi como mecanismos membranales de
extrusion de Ca? (PAMCA). La activacion de receptores metabotropicos
promueve la formacion de IP; via activacion de la PLC por las proteinas G. El
IP; activa al RIP; el cual es inhibido por la xestospongina C (Xes C). El
receptor a rianodina es activado por Ca*, cafeina y rianodina (nM) e inhibido
por rianodina (< 10 uM), dantroleno y rojo de rutenio. De la misma manera hay
mecanismos de almacenamiento (SERCA) y extrusion membranales (PAMCA)

de Ca** dependientes de energia. La SERCA es inhibida por la tapsigargina,
acido ciclopiazénico y TMB-8.

El dantroleno es un relajante muscular que se utiliza clinicamente para
tratar la hipertermia maligna, inhibiendo la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmico a través de la inhibicién de los receptores a rianodina (Nakayama el
al., 2002). El dantroleno acttua selectivamente sobre el RRy1 y el RRy3, pero no

tiene efecto sobre el RRy2 (O’'Connell et al., 2002; Zhao et al., 2001)
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Participacion del RE en la muerte excitotoxica

El papel del calcio en procesos patolégicos que culminan en la muerte
neuronal como hipoxia/isquemia, hipoglicemia severa y epilepsia fue propuesto
hace mas de 22 anos (Siesj6, 1981). Una de las primeras estrategias utilizadas
para bloquear la toxicidad inducida por el incremento en el calcio citoplasmico fue
incubar a las células con Bapta-AM, un quelante de calcio. El Bapta-AM previene
in vitro la toxicidad inducida por glutamato e in vivo el dafio inducido por isquemia
cerebral transitoria (Tymianski et al., 1994; Tymiansky, 1995), apoyando la
participacion del incremento en el calcio citoplasmico en el desarrollo de la muerte

neuronal.

Se ha observado in vitro que en condiciones de privacion de oxigeno y
glucosa se presente vaciamiento de las pozas de Ca*" del RE por activacion de
los receptores a rianodina (Pisan et al., 2000), sugiriendo que la disminucién de
calcio de las pozas del RE esta implicado en la muerte neuronal (Paschen, 1999,
2000). Varios estudios muestran que el dantroleno, un farmaco selectivo para
bloquear al receptor a rianodina, puede proteger contra la muerte inducida por
glutamato y por isquemia (Frandsen y Schousboe, 1992, 1993; Zhang et al., 1993;
Weih y Perry, 1996). Por otra parte, la activacion de los receptores de glutamato
de tipo metabotropico, que da lugar a la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmico a través de receptores a IP3, induce o agrava el dafio neuronal
excitotéxico in vivo (Camén et al., 1998), mientras que algunos antagonistas de

receptores metabotropicos glutamatérgicos pueden prevenirla (Opitz y Reymann,
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1991). Ademas, la tapsigargina, que inhibe a la ATPasa de Ca®* del reticulo
endoplasmico y por tanto aumenta la concentracion de Ca?* intracelular, puede
producir muerte apoptética en diversos tipos celulares (Takadera y Ohyashiki,
1998). Estos estudios sugieren que la regulaciéon de la liberacidn del calcio
intracelular del reticulo endoplasmico puede jugar un papel importante en la
muerte neuronal. Sin embargo, la contribucién del RE a la desregulacion del Ca®*
intracelular inducida por glutamato no esta del todo esclarecida, ni tampoco se
conoce si el almacenamiento del Ca2* en pozas intracelulares se altera durante la
deficiencia energética. Es predecible que las ATPasas de Ca** del reticulo
endoplasmico y de la membrana plasmatica, se inactiven durante la inhibicién
metabdlica, y por ende contribuyan a la pérdida de la homeostasis de calcio y a la
muerte neuronal. Por otra parte, no se conoce si la liberacién de calcio del reticulo

endoplasmico puede originar la sobre carga de calcio mitocondrial y su disfuncién.

En estudios previos del laboratorio se ha mostrado que la toxicidad del
glutamato se exacerba tanto en presencia de venenos mitocondriales como de
yodoacetato (Sanchez-Carbente y Massieu, 1999; Massieu et al., 2000; Garcia y
Massieu, 2001; Massieu et al, 2002). Es muy posible que en el caso de las toxinas
mitocondriales exista una desregulacion del calcio debida a la disfuncién
mitocondrial como se ha sugerido previamente (Ankarcrona et al., 1995; Schinder
et al., 1996). En cambio, no se conoce si la inhibicién glicolitica, da lugar a la
pérdida de la homeostasis de calcio intracelular, y si la participacion de pozas
intracelulares esta involucrada en este proceso y en el de muerte neuronal

producida por deficiencia energética.
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En el presente trabajo nos planteamos conocer por medio de estudios
farmacolégicos, si los mecanismos a través de los cuales la inhibicién de la
glicolisis produce muerte neuronal involucran:

1. La disminucién de los niveles de ATP,
2. Laliberaciéon de aminoacidos excitadores,

3. La activacion de receptores a glutamato y

4. La liberaciéon de Ca?* de pozas intracelulares.
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HIPOTESIS

La inhibicion de la glicélisis inducida por yodoacetato produce muerte
neuronal por un mecanismo que involucra la liberacibn de aminoacidos
excitadores, la disminucién en los niveles de ATP y la desregulacién de la
homeostasis de Ca®" intracelular a través de la liberacién de Ca®** de pozas

intracelulares del reticulo endoplasmico, en neuronas de hipocampo de rata.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar si la muerte neuronal producida por la inhibicion de la glicélisis
inducida por yodoacetato, involucra la liberacién de aminoacidos excitadores, la
activacion de receptores a glutamato, la disminucién en los niveles de ATP y la
desregulacion de la homeostasis de Ca?* intracelular a través de la liberacion de

Ca?* de pozas intracelulares.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e —

e Estudiar la liberacion de aminoacidos excitadores al medio extracelular en
cultivos de hipocampo en condiciones de inhibicién glicolitica.

e Estudiar si la muerte neuronal inducida por yodoacetato se puede prevenir con
antagonistas de los receptores a glutamato.

e Estudiar si en cultivos de hipocampo hay cambios en los niveles de ATP
intracelular después del tratamiento con yodoacetato.

e Estudiar si la muerte neuronal inducida por yodoacetato puede ser prevenida
por el suministro de sustratos energéticos.

e Estudiar si la muerte neuronal inducida por yodoacetato se exacerba en
presencia de agentes capaces de liberar calcio de pozas intracelulares.

e Estudiar si la muerte neuronal inducida por yodoacetato se previene en

presencia de agentes que inhiben la liberacién de calcio intracelular.

36



METODOLOGIA

Cultivos de hipocampo

Los cultivos de hipocampo se obtuvieron a partir de tejido fetal de ratas
Wistar de 17 dias de gestacion siguiendo la técnica reportada por Mynlieff (1997),
con algunas modificaciones. Brevemente, después de realizada la diseccién de los
hipocampos, estos fueron cortados en un rebanador automatizado en cubos de
300 um e incubados en una solucién con tripsina al 0.25 % y dispersados por
trituracion en una solucion con DNAsa al 0.08 % e inhibidor de tripsina al 0.52 %.
Las células fueron suspendidas en medio Neurobasal, pH 7.4, suplementado con
B27, glutamina (0.5 mM), glutamato (25 pM) y gentamicina (0.02 mg/ml), y
sembradas a una densidad de 394 x 10%cm? (7.5 x 10° células/0.5 ml/pozo) en
cajas de plastico 24 pozos (Cambridge, MA, EUA) previamente tratadas con poli-
L-lisina (5 pg/ml) durante 24 horas. Las células fueron cultivadas por 8 dias in vifro
(DIV) a 37° C en una atmosfera humificada y saturada con 5% de CO,/ 95% de

O,. Glucosa (5 mM) y citosina arabinosa (10 M) fueron adicionadas a los 4 DIV.

La poblacién neuronal y de astrocitos en estos cultivos fue determinada a
los 8 DIV por inmunohistoquimica usando anticuerpos contra la proteina asociada
a microtubulos (MAP-2, por sus siglas en inglés) y contra la proteina acida fibrilar
glial (GFAP, por sus siglas en inglés), marcadores de neuronas y células gliales
respectivamente. Tipicamente se obtuvieron proporciones en los cultivos de 95 %

de neuronas y 5 % de células gliales
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Tratamientos farmacologicos

Después de 8 DIV los cultivos de neuronas de hipocampo fueron tratados
con yodoacetato (IOA) (1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 uM) para obtener una curva dosis

respuesta de su efecto sobre la viabilidad neuronal.

Agonistas y antagonistas de la liberacion de calcio del RE

Una vez determinada la curva dosis-respuesta se eligié la dosis de 50 uM,
que causa aproximadamente 50% de muerte para combinarla con los farmacos
que inhiben la liberacién de Ca®* del RE, como: el Bapta-AM (10 pM), el
dantroleno (25 uM), la rianodina (25 uM) y la xetospongina C (2 uM). De la misma
manera se utilizé una dosis de 25 uM de yodoacetato para combinarla con la
tapsigargina (100 nM), el acido ciclopiazénico (10 puM), el TMB-8 (10 uM), la
cafeina (5 mM) y la rianodina (1 pM), con el fin de exacerbar la muerte inducida
por el yodoacetato. Los farmacos se incubaron en 500 pl de medio Ringer Krebs
que contiene (en mM) NaCl 154, KCI 5.6, CaCl 2.3, NaHCO; 3.6, glucosa 5.6,
HEPES 5, KH,PO4 1.2, pH 7.4 El yodoacetato se incub6é durante 30 min en
ausencia o presencia de los farmacos. Algunos de estos fueron afnadidos antes o

después del tratamiento con yodoacetato (ver tabla 1).

Sustratos energéticos y antagonistas de receptores a glutamato.
En otro tipo de experimentos se determiné el efecto protector de sustratos
energéticos (piruvato y acetoacetato) y de antagonistas de receptores a glutamato

(MK-801 y NBQX) sobre la muerte neuronal. Para esto, los cultivos fueron
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expuestos a yodoacetato (50 pM) en presencia o ausencia de piruvato (2 mM),

acetoacetato (5 mM), MK-801 (10 uM) y NBQX (50 uM). Una vez retirado el

yodoacetato los sustratos energéticos y los antagonistas a glutamato fueron

afiadidos durante las 23.5 h subsiguientes.

Tabla 1. Tratamientos farmacolégicos. Los cultivos fueron tratados durante 30 min
con yodoacetato en presencia o ausencia de diferentes farmacos. Algunos farmacos se
adicionaron antes y después del tratamiento con yodoacetato.

Pre-tratamiento

Tratamiento

Post-tratamiento

[uM ]  Tiempo [ uM ] Tiempo [uM ] Tiempo
(H) (H)

Yodoacetato 50 0.5
+ Bapta-AM 10 0.25 10 0.5
+ Dantroleno 25 0.5 25 0.5
+ Cafeina 5000 0.5 5000 235
+ Rianodina 1y 10 0.5 1y10 23.5
Yodoacetato 25 0.5
+ Tapsigargina 0.1y0.2 05 0.1y0.2 23.5
+Ac. 10 0.5 10 23.5
ciclopiazénico
+ TMB-8 50 0.5 50 23.5
+Xes C 2 0.5
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Después de 30 minutos de exposicion al I0OA, se aspird el medio y se
remplazé por el medio de cultivo que se habia retirado previamente. Después de
24 h de incubacién, la inspeccidn visual fue seguida por la cuantificacién de la
muerte neuronal a través de la reduccién del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil

tetrazolium (MTT), (vease mas abajo)

Evaluacion de la muerte neuronal en los cultivos

Para evaluar la muerte neuronal en los cultivos se utilizé la técnica de
reduccion de MTT. Esta técnica valora la actividad de las enzimas
deshidrogenasas mitoncondriales en células vivas. El ensayo se basa en la
capacidad de las enzimas mitocondriales de transformar la sal de MTT en sal de
formazan, que es un producto insoluble azul violeta (Berridge y Tan, 1993), a
través del corte del anillo de tetrazolium del MTT por las deshidrogenasas
mitocondriales en células vivas. La disminucién en la formacién de formazan es un

indice de la pérdida de la actividad mitocondrial y por lo tanto del dafio celular.

Después del tratamiento experimental los cultivos se incubaron con MTT
(100 uM) a 37° C en una atmoésfera con 5% de CO; y 95% de O, durante 1 h.
Posteriormente se aspiré el medio y se agregé isopropanol para solubilizar la sal
de formazan. El producto azul-violeta de la sal de formazan fue cuantificado a 570
nm en un espectrofotdmetro. Los resultados se expresan como porcentaje con

respecto al control.
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Determinacioén de los niveles de ATP

La determinacién de los niveles de ATP intracelular se realizé por medio de
un método quimioluminiscente que contiene luciferasa y su sustrato luciferina
(Molecular Probes). La luciferasa requiere de ATP para producir luz, que en
presencia de Mg?* cataliza la reaccién entre la luciferina, el ATP y el oxigeno para

producir oxiluciferasa, AMP, CO,, pirofosfato y luz (560 nm).

Los niveles de ATP fueron determinados a 1, 4,6, 8y 24 h después de 30
min de exposicion a yodoacetato en presencia y ausencia de acetoacetato (5 mM)
y piruvato (2 mM). La determinacion de ATP se realiz6 siguiendo la técnica
previamente reportada por Marcaida y colaboradores (1997). Brevemente, las
células fueron lavadas dos veces con una soluciéon Locke’s (pH 7.4) previamente
calentada, que contiene (mM): NaCl 154, KCI 5.6, NaHCO; 3.6, CaCl, 2.3, HEPES
5, glucosa 5.6, y el ATP fue extraido por lisis con un buffer liberador de ATP
(sigma). El lisado fue colocado en un tubo eppendorf y sonicado. 15 pl del
homogenado fueron diluidos en 85 pul de agua destilada, y los 100 pl fueron
colocados en un tubo de polietieno y colocados en un Iluminémetro. El
luminémetro inyecté 400 ul de una mezcla de reaccion de luciferin-luciferasa. El
ATP fue medido durante 20 s en los cuales se determind el pico maximo de la
reaccion (usualmente 5 segundos después de iniciada la reaccion). Los valores de
quimioluminisencia obtenidos por el luminémetro en milivolts y la concentracion de
ATP, fueron calculados a partir de los registros obtenidos de una curva estandar

de ATP (de 6.15 — 250 pmol). A partir del mismo homogenado que se utilizd para
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determinar los niveles de ATP, se determiné la cantidad de proteina por el método

de Bradford y los datos se expresaron como pmol/ug de proteina.

Determinacion de la concentracion de aminoacidos excitadores en el medio
extracelular

Los niveles de glutamato y aspartato presentes en el medio fueron medidos
por cromatografia liquida de alta presién (HPLC, por sus siglas en inglés). 0.5 y
3.5 h después del periodo de incubacién con el yodoacetato. Se tomaron alicuotas
del medio que se desproteinizaron con Aacido perclérico al 7% y fueron
posteriormente neutralizadas con KOH. Se tomaron 20 ul y se mezclaron con el
mismo volumen de o-phthaldialdehido y después de 3 minutos se inyectaron 20 pl
en el sistema HPLC (Waters). Se utilizé una columna ODS (25 cm x 4 mm de
diametro interno, Supelco, Inc). La fase moévil estuvo constituida de
metanol.acetonitrilo:isopropanol:buffer de fosfatos (60 mM, pH 6.65)/buffer de
fosfatos (60 mM, pH 6.65), a 10 y.90%, respectivamente, a un flujo de 1 ml/min.
Los resultados fueron comparados con estandares de concentraciones conocidas
de aminoacidos, procesados de la misma manera. Los datos se expresan como

pmolas/ug de proteina.

Materiales
Tripsina, DNAasa, gentamicina, L-glutamina, glutamato, poli-L-lisina,
citosina arabinosa, yodoacetato, dantroleno, xestospondina C y MTT se obtuvieron

de Sigma-RBI (St. Louis, MO, USA). Inhibidor de tripsina, Medio Neurobasal y
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suplemento B27 (Minus AO) obtenidos de Gibco/Life Technologies (Rockville, MD,
USA). Cafeina, rianodina, TMB-8, acido ciclopiazénico y bapta-AM obtenidos de

Alomone Labs. (Jerusalem, Israel).

Estadistica

Los datos fueron analizados estadisticamente con una prueba de ANOVA,

seguida por una prueba post hoc de Fisher's de comparacion miuiltiple.
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RESULTADOS

La muerte inducida por Ila inhibicion glicolitica es dependiente de
concentracion de yodoacetato.

Los primeros experimentos consistieron en la realizacion de una curva
dosis-respuesta de toxicidad. La toxicidad del yodoacetato fue determinada por el
método de MTT 24 h después de incubar los cultivos de hipocampo durante 30
min en medio Ringer Krebs con diferentes concentraciones de yodoacetato (5 -
100 uM). En la figura 7A, se observa el daino dependiente de la concentracion del
yodoacetato, y concuerdan con resultados previamente reportados (lzumi et al.,
1998 y Malcolm et al., 2000). De acuerdo a la curva dosis-respuesta, la
disminucién en la reduccion de MTT es significativa a partir de 25 uM de
yodoacetato (~ 30 %). A 50 uM y 100 uM se observa una reducciéon en la
sobrevivencia del 50 y 80 %, respectivamente (Fig. 7A). A partir de los datos
obtenidos en la curva dosis respuesta, se eligié la dosis de 50 uM para los

subsecuentes experimentos.

De igual forma, se llevaron a cabo experimentos para estudiar el curso
temporal de la muerte inducida por el yodoacetato (50 uM), con el propésito de
conocer el tiempo en el que comienza el proceso de muerte. Las células fueron
incubadas durante 0.5 h con yodoacetato y se midié la viabilidad por medio de la
reduccién de MTT a diferentes tiempos (1, 4, 6, 8, 12 y 24 horas). En la figura 7B,

se observa que a partir de la primera hora posterior al tratamiento con el
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Figura 7. Curva dosis-respuesta de la toxicidad del yodoacetato (IOA) en
cultivos de neuronas de hipocampo (A) y curso temporal de la muerte inducida
por yodoacetato (50 uM) (B). Las células fueron tratadas durante 30 min con
yodoacetato (a la concentracion indicada) en medio Ringer Krebs y la
sobrevivencia fue medida 24 h después (A) y a los tiempos indicados (B) por
medio del ensayo de reducciéon de MTT. El control es la condicion inicial. Los
datos son el promedio + E.S. de cinco experimentos individuales. Los datos
fueron analizados con una prueba de ANOVA seguida por una prueba de
Fisher. *P< 0.05 relativo al control.
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Figura 8. Curso temporal de los cambios en los niveles de ATP inducidos por
30 min de tratamiento con yodoacetato (50 uM) en neuronas de hipocampo en
cultivo. El control es la condicion inicial. Los datos son el promedio + E.S. de
tres a siete experimentos independientes. Los niveles de ATP fueron
determinados por el ensayo de luciferin-luciferasa como se describe en la
metodologia. Los datos fueron analizados con una prueba de ANOVA seguida
por una prueba de Fisher. *P<0.05 relativo a las células control.

Por esta razén, decidimos probar también el efecto de los sustratos
energéticos sobre la muerte neuronal producida por yodoacetato. De la misma
manera, se probaron inhibidores de receptores a glutamato, tanto de tipo NMDA
(MK-801) como no-NMDA (NBQX) con el fin de estudiar si el dafio producido por

el yodoacetato es medido por un mecanismo excitotoxico.

Las neuronas de hipocampo se incubaron durante 30 min con yodoacetato

(50 uM) en medio Ringer Krebs. Posteriormente se retird el medio y se agrego
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medio de cultivo con los antagonistas de los receptores a glutamato, como MK-
801 y NBQX, y/o con sustratos energéticos, piruvato y acetoacetato. Estos ultimos

fueron también coincubados con MK-801 y NBQX.
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Figura 9. Efecto protector de los sustratos energéticos, acetoacetato (5 mM) y
piruvato (2 mM) y de los antagonistas de los receptores a glutamato, MK-801
(10 uM) y NBQX (50 uM) sobre el dafio neuronal inducido por yodoacetato (50
pM). Las células fueron expuestas a yodoacetato en medio Ringer Krebs
durante 30 min. Posterior a este tiempo el medio Ringer Krebs fue retirado y
reemplazado con medio condicionado conteniendo los antagonistas de los
receptores a glutamato y los sustratos energéticos. La sobrevivencia fue
determinada 24 h después por el ensayo de reduccién de MTT. Los datos son
el promedio + E.S. de cuatro a diez experimentos individuales. Los datos
fueron analizados con una prueba de ANOVA seguida por una prueba de
Fisher. *P<0.05 relativo a las células control, §P<0.05 relativo a las células

tratadas con el yodoacetato.
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En presencia de yodoacetato (50 uM) la capacidad de reduccién del MTT
disminuy6 50 % con respecto al control. Tanto los sustratos energéticos como los
antagonistas de receptores a glutamato tuvieron un efecto protector contra la
muerte inducida por yodoacetato (Fig. 9). En presencia de acetoacetato (56 mM) y
piruvato (2 mM) la reduccibn de MTT se restaur6 hasta un 85 y 73 %,
respectivamente, de los niveles control. El antagonista del receptor NMDA (MK-
801) y el antagonista de los receptores no-NMDA (NBQX) también previnieron la
muerte neuronal restaurando la reduccion de MTT hasta un 76 %. La coincubacién
de los antagonistas de los receptores a glutamato y de los sustratos energéticos
no incrementé el efecto individual de estos compuestos sobre la reduccién de
MTT. La administraciéon simultanea de MK-801 y NBQX logré restablecer por
completo la reduccién de MTT, este efecto fue estadisticamente significativo con
respecto a los tratamientos individuales de MK-801 y NBQX (Fig.9). Este resultado
indica que la muerte inducida por el yodoacetato participa un componente de tipo

excitotoxico en las neuronas de hipocampo.

En la figura 10 se muestra el efecto protector del acetoacetato y del
piruvato en cultivos representativos de hipocampo. Se puede apreciar que los
cultivos se encuentran preservados en presencia de acetoacetato y piruvato 24 h
después de 30 min de exposicién a yodoacetato (comparar las Fig. 10B con 10C

y 10D).
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Fig. 10. Efecto toxico del yodoacetato (50 uM) (B) y su proteccién por
acetoacetato (5 mM) (C) y piruvato (2 mM) (D) en cultivos de neuronas de
hipocampo. Los cultivos tratados con yodoacetato presentan muchas células
brillantes y refringentes, lo cual es un indicativo de muerte celular (B). Las
células en presencia de acetoacetato (C) y piruvato (D) se muestran mejor
preservadas. En el caso del acetoacetato las células se aprecian basicamente
idénticas a las células del cultivo control (A). Escala = 100 uM.

Con el fin de estudiar si el efecto protector de los sustratos energéticos es
por su capacidad de restablecer los niveles energéticos, se determinaron los
niveles de ATP en presencia de piruvato y acetoacetato a diferentes tiempos (1, 4,
6, 8 y 24 h). La presencia de acetoacetato y de piruvato en el medio de cultivo
durante las 24 h posteriores a la exposicion con yodoacetato (50 pM), mostré una
tendencia a incrementar la concentracion de ATP con respecto al tratamiento con

yodoacetato, en todos los tiempos estudiados.
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Figura 11. Curso temporal de los cambios en los niveles de ATP inducidos por
30 min de tratamiento con yodoacetato (50 uM) en neuronas cultivadas de
hipocampo y el efecto de la presencia de acetoacetato (5 mM) y piruvato (2
mM) durante las siguientes 24 h. EIl control es la condicién inicial. Los datos
son el promedio + E.S. de tres a siete experimentos independientes. Los
niveles de ATP fueron determinados por el ensayo de luciferin-luciferasa
como se describe en la metodologia. Los datos fueron analizados con una
prueba ANOVA seguida por una prueba de Fisher. *P<0.05 relativo a las
células control.

Este incremento sélo fue estadisticamente significativo en presencia de
acetoacetato a las 4 hy 8 h (Fig. 11). Este resultado podria explicar el efecto de

los sustratos energéticos sobre la reduccion de MTT en presencia de yodoacetato.
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La muerte inducida por inhibicion glicolitica es dependiente de calcio.

Para establecer la participacion de las pozas intracelulares de calcio del
reticulo endoplasmico, y del calcio extracelular en el proceso de muerte inducida
por inhibicién glicolitica, se utilizaron dos estrategias experimentales. La primera
fue mantener baja la concentracion de calcio intracelular por medio del Bapta-AM
(quelante de calcio intracelular) y la segunda eliminar el calcio del medio
extracelular. En la figura 12 se muestra la toxicidad del yodoacetato en neuronas
de hipocampo. Tanto el tratamiento con Bapta-AM (10 puM) en presencia y
ausencia de calcio externo, como la ausencia de calcio externo disminuyeron
significativamente la toxicidad del yodoacetato (Fig. 12). En la figura 13 se
presentan ejemplos de las células observadas en microscopia de contraste de
fase. El control muestra los somas celulares oscuros rodeados de un halo
translicido conectados a través de una red de neuritas (Fig. 13A); el efecto toxico
de la exposicién a yodoacetato (50 pM) durante 30 min se muestra en la figura 8B.
Los somas celulares se observan encogidos y refringentes. La presencia de
neuritas se redujo considerablemente y las que permanecieron se encontraron
delgadas y fragmentadas. En presencia del Bapta-AM (Fig. 13C) y con el medio
externo libre de Ca?* (Fig. 13D), la mayoria de las células mantienen su
integridad morfolégica. A pesar de que el efecto de la ausencia de calcio sobre la
morfologia celular es muy evidente, ninguno de estos tratamientos restaur6
completamente la capacidad de la reduccion de MTT (Fig. 12). Estos resultados

sugieren que la toxicidad del yodoacetato esta relacionada con un aumento en la
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concentracion del calcio intracelular. Lo anterior no descarta la participacion de la

entrada de calcio por medio de los receptores NMDA.
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Figura 12. Efecto protector de Bapta-AM (10 uM) y del medio libre de calcio
contra la muerte inducida por 30 min de tratamiento con yodoacetato (50 uM).
Las células fueron preincubadas con Bapta-AM durante 15 min vy
posteriormente incubadas en medio Ringer conteniendo Bapta-AM 6 medio
Ringer sin calcio durante la exposiciéon con el yodoacetato. La viabilidad fue
medida 24 h después por el ensayo de reduccion de MTT. Los datos son
promedios + E.S de cuatro a cinco experimentos independientes. Los datos
fueron analizados por una prueba ANOVA seguida con una prueba de Fisher.
*P<0.05 relativo a las células control.
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Figura 13. Efecto protector de Bapta-AM (10 uM) (C), medio libre de calcio
(D), dantroleno (25 uM) (E) y XeC (2 uM) (F) en cultivos de neuronas de
hipocampo. Los cultivos tratados con yodoacetato presentan células brillantes
y refringentes, lo cual es un indicativo de muerte celular (B). Las células en
presencia de Bapta-AM (C), medio libre de calcio (D), dantroleno (E) y XeC (E)
se muestran mejor preservadas. En presencia de dantroleno las células se
aprecian semejantes a las células del cultivo control (A). Escala = 100 uM.
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Participacion de la SERCA y de las pozas intracelulares de Ca*'.

Para estudiar la participacion de las pozas intracelulares de Ca®* del
reticulo endoplasmico, decidimos dividir el estudio en varias partes. Primero
abordamos el papel de la ATPasa de calcio del reticulo endoplasmico (SERCA) y
posteriormente el de los receptores a rianodina y a inositol trifosfato (IP3). En el
caso de la SERCA utilizamos varios inhibidores de la misma: la tapsigargina (100
nM), que es un inhibidor irreversible; el acido ciclopiazénico (10 puM) y el TMB-8
(50 uM), estos ultimos inhibidores reversibles de la SERCA. Con el fin de
exacerbar los efectos toxicos del yodoacetato, en estos experimentos se utilizé
una concentracion de 25 uM de yodoacetato que reduce la sobrevivencia neuronal
en un 30%. Los tres inhibidores fueron coincubados durante media hora junto con
el yodoacetato (25 uM) y administrados durante las 24 h posteriores al tratamiento
con yodoacetato, midiéndose la reduccion de MTT a este tiempo. La tapsigargina
por si sola disminuyé la reduccién de MTT en un 40%, pero no asi el acido
ciclopiazénico ni el TMB-8. Ninguno de los inhibidores exacerb6 la muerte inducida
por yodoacetato (Fig. 14). La tapsigargina fue también utilizada con el fin de
aumentar la concentracion de calcio intracelular antes de la administracion del
yodoacetato. En este caso esta fue preincubada durante 0.5 h, pero en esta
condicion no se observdé una exacerbacion de la muerte inducida por el
tratamiento con el yodoacetato (datos no mostrados). Dosis inferiores de

tapsigargina (10 y 50 nM) tampoco exacerbaron la muerte (datos no mostrados).
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Figura 14. Efecto de inhibidores de la SERCA sobre la muerte inducida por 30
min de exposicion a yodoacetato (25 uM). Las células fueron incubadas en
medio Ringer conteniendo TG (100 nM), ACP (10 uM) y TMB-8 (10 uM).
Posteriormente el medio Ringer fue retirado y reemplazado con medio
condicionado en presencia de TG, ACP y TMB-8. La sobrevivencia fue medida
24 h después por el ensayo de reduccion de MTT. Los datos son promedios +
E.S de cuatro a seis experimentos independientes. Los datos fueron
analizados por una prueba ANOVA seguida con una prueba de Fisher.
*P<0.05 relativo a las células control.

A continuacién nos abocamos a estudiar la participaciéon de los receptores a
rianodina del reticulo endoplasmico, para lo cual se utilizaron agonistas de este
receptor, como son: la cafeina y la rianodina, esta ualtima presenta un

comportamiento bifasico, ya que a concentraciones pequefias (100 nM - 1uM)

muestra un efecto de agonista del receptor, y a concentraciones mayores a 10 uM
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presenta un efecto antagonista del mismo receptor. Ambos farmacos, tanto la

cafeina (5 mM), como la rianodina (1 uM) fueron coincubadas durante 30 minutos

junto con el yodoacetato (25 uM) y durante las 24 h posteriores al tratamiento con
el inhibidor glicolitico. Los tratamientos individuales tanto de cafeina como de
rianodina redujeron ligeramente la sobrevivencia. La coexposicion de yodoacetato
y rianodina 6 cafeina indujo un mayor porcentaje de muerte que el producido por
los tratamientos individuales de yodoacetato, rianodina y cafeina (Fig. 15). La

exposicion a rianodina a 100 nM no exacerbé la muerte (datos no mostrados).

De la misma manera se probaron una serie de antagonistas tanto del
receptor a rianodina como del receptor a IP3;. Se utilizé dantroleno (25 puM), un
inhibidor clasico del receptor a rianodina, la rianodina a una concentracion (25 uM)
en la que tiene un efecto de antagonista del receptor y la xestospongina C (XeC).
Esta dltima es una oxaquinolizidina macrociclica aislada de una especie de
esponja australiana del mismo nombre (Gafni et al, 1997; Miyamoto et al, 2000;
Ozaki el al, 2002), que presenta un efecto antagonista especifico para receptores
a IP; (Gafni et al, 1997). El dantroleno fue preincubado por 15 min y coincubado
junto con el yodoacetato durante 30 min. La rianodina (25 uM) fue coincubada
junto con el yodoacetato y agregada durante las 24 h posteriores al tratamiento
con este ultimo. La XeC fue coincubada junto con el yodoacetato por 30 minutos.
Posteriormente se retir6 del medio y 24 h después del tratamiento con el

yodoacetato se midié la viabilidad celular. El dantroleno, la rianodina y la XeC
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previnieron la muerte neuronal restaurando la capacidad de reduccion del MTT

significativamente.

100~

Reduccion de MTT
(% de control)

0-
Cafeina (5 mM) & = + & + %
Rianodina ” w - + " +
(1 M)
IOA (25 uM) _. + - = + 2

Figura 15. Exacerbacion del dafio inducido por 30 min de exposicion a
yodoacetato (50 uM) en presencia de cafeina (5 mM) y rianodina (1 uM). Las
células fueron incubadas en medio Ringer conteniendo cafeina y rianodina.
Posteriormente el medio Ringer fue retirado y reemplazado con medio
condicionado en presencia de cafeina y rianodina. La sobrevivencia fue
medida 24 h después por el ensayo de reducciéon de MTT. Los datos son
promedios + E.S de ocho a diez experimentos independientes. Los datos
fueron analizados con una prueba ANOVA seguida por una prueba de Fisher.
*P<0.05 relativo a las células control, §P<0.05 relativo al tratamiento con
yodoacetato y ?P<0.05 relativo al tratamiento con cafeina y rianodina.
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Figura 16. Efecto protector de inhibidores de los receptores a rianodina e IP;
contra la muerte inducida por 30 min de tratamiento con yodoacetato (50 uM).
Las células fueron preincubadas con dantroleno (25 pM) durante 30 min y
posteriormente incubadas en medio Ringer conteniendo dantroleno, rianodina
(25 uM) y XeC (2 pM). Posteriormente el medio Ringer Krebs se elimind y se
reemplazé por medio condicionado en presencia de dantroleno y rianodina. La
viabilidad fue medida 24 h después por el ensayo de reduccién de MTT. Los
datos son promedios + E.S de cuatro a nueve experimentos independientes.
Los datos fueron analizados con una prueba ANOVA seguida por una prueba
de Fisher. *P<0.05 relativo a las células control y §P<0.05 relativo al
tratamiento con yodoacetato.
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El dantroleno fue el mas eficiente ya que restaur6 la reduccién de MTT
hasta el 87 %. La rianodina y la XeC restauraron la actividad reductora hasta el 70
% (Fig. 16). En la Figura 13 se puede observar el efecto protector del dantroleno
(E) y la Xestospongina C (F). En ambas condiciones se aprecia claramente la

integridad tanto de los somas como de la red de neuritas.

Efecto de la inhibicion glicolitica en la concentracion de aminoacidos
extracelulares.

Con el fin de conocer si el efecto téxico del yodoacetato esta relacionado
con un aumento en los niveles extracelulares de aminoacidos excitadores se midié
su concentracion en el medio extracelular, 0.5 y 3.5 h después de la exposiciéon a
yodoacetato. Las células fueron incubadas 0.5 h con el yodoacetato a diferentes
concentraciones (5 - 100 uM) y a los tiempos ya sefialados. Después de 30 min de
incubacién con el yodoacetato se observé un incremento en los niveles
extracelulares de aspartato y glutamato dependiente de la dosis. Este incremento
s6lo fue significativo en el caso del aspartato cuando se utiliz6 una concentracién
de yodoacetato de 100 uM (Tabla 2). A las cuatro horas no se presentaron

cambios en la concentracion extracelular de los aminoacidos (Tabla 3).
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Tabla 2. Concentracién de aminoacidos (pmol /ug de proteina + E.S.) en el medio
determinados 0.5 h después de 30 min de exposiciéon a diferentes concentraciones de

yodoacetato.
I0A (pM)
0 5 10 25 50 100

Aspartato 0.75+0.12 0.90 +0.14 0.49 +0.09 0.75+0.18 114+ 11 127 +0.15*
Glutamato  0.72+0.14 0.61£0.11 0.75+0.27 0.63 £0.12 0.83£0.10 0.87 +0.16
Glutamina 4.53+0.79 4.49 +0.99 5.29 +1.65 516 £1.29 4.28+0.96 4441118
Glicina 33584559  2817+6.95 33.304+868 3587+599  2942+327  31.98+3.71
Taurina 7.52+1.05 7.60 + 1.41 7.238+1.30 7.55+1.26 6.06 + 0.42 6.381+0.46
Alanina 9.42+2.92 3.32+1.5 7.38+2.92 8.42+323 6.42 +3.87 6.83 +4.03
GABA 0.24 +0.06 0.06 +0.01 0.157 + .05 0.13+0.02 0.15+0.3 0.15+0.03

Tabla 3. Concentracion de aminoacidos (pmol /ug de proteina + E.S.) en el medio
extracelular determinados 3.5 h después de 30 min de exposicién a diferentes
concentraciones de yodoacetato.

Aspartato
Glutamato
Glutamina
Glicina
Taurina

GABA

I0A (uM)
0 5 10 25 50 100

1.29+0.28 1.47 + 0.26 1.47 £0.26 0.59 +0.09 1.34£0.16 1.33+£0.26
417 +£0.58 3.98+0.43 3.82+£0.59 2.80+0.72 419+1.18 3.80 + 0.508
56.24 +7.82 43.20+ 1.41 47.09+2.00 31.65 +4.69* 4586 + 5.66 39.97 +£1.76*
33.58 +5.59 28.17 £6.95 33.30 + 8.68 35.87 £5.99 29.42 +3.27 31.98+3.71
126.10 £ 25.3 98.57 £ 14.9 101.66 £ 10.0 101.66 £ 10.0 92.06 £4.93 90.00 + 8.69
12.58 £ 1.49 14.37 £ 1.43 15.68+1. 04 10.23+0.71 16.69 £ 2.09 14.00 +1.52
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DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo pueden ser divididos en dos
partes, en la primera parte observamos que la muerte inducida por inhibicién
glicolitica es dependiente de la concentracion de yodoacetato y que se
desarrolla lentamente después de la exposicion al mismo. Ademas se observo
que la muerte neuronal puede ser prevenida por sustratos energéticos, a traves
de la induccion de un aumento en los niveles de ATP y por antagonistas de
receptores glutamatérgicos, sugiriendo la participacion de un mecanismo
excitotoxico. La segunda parte, el trabajo se centra en estudiar la participacion
de las pozas intracelulares de calcio en el proceso de muerte inducido por la

inhibicién glicolitica.

La muerte inducida por la inhibicién glicolitica es un proceso lento y
dependiente de la concentracion

El presente estudio muestra que la muerte inducida por el yodoacetato es
dependiente de la concentracion. Este resultado concuerda con un estudio
realizado por Malcolm et al. (2000) en cultivos de células granulares de
cerebelo en donde encontraron que la neurotoxicidad inducida por yodoacetato
es dependiente de la dosis, pero a diferencia de nuestros resultados ellos
obtuvieron un 50 % de muerte a una concentracion de 10 uM de yodoacetato,

mientras que nosotros tenemos este porcentaje de muerte a una concentracion
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de 50 uM. Esto podria indicar diferencias en la utilizacion de la via glicolitica en

los distintos tipos neuronales.

De la misma manera, se muestra que la muerte inducida por inhibicién
glicolitica es un proceso lento que se desarrolla en el transcurso de 24 h
después de la exposicidon al yodoacetato. Este resultado indica que el proceso
de muerte inducido por el yodoacetato requiere de tiempo y que esto podria

deberse a que la disminucién de ATP es progresiva.

La inhibicién glicolitica disminuyo los niveles de ATP

En el presente trabajo se encontré que la administraciéon de yodoacetato a
neuronas en cultivo reduce significativamente (~30 %) los niveles de ATP a los
30 min después del tratamiento con el inhibidor glicolitico, y a las 24 h
posteriores al tratamiento observamos una disminucién del 50 %. Este
resultado concuerda con la disminucién en los niveles de ATP (~ 90 %) a las
24 h después de 5 min de tratamiento agudo con yodoacetato 100 uM en
cultivos de neuronas de hipocampo (Uto et al., 1995). Estudios previos han
mostrado que la administracién de glutamato por si misma puede reducir los
niveles de ATP o potenciar la reduccién inducida por la inhibicion de la
fosforilacion oxidativa por el acido 3- nitropropiénico (3-NP) (Ankarcrona et al.,
1995; Budd y Nicholls, 1996; Pang y Geddes, 1997). Se ha observado que el
incremento en la vulnerabilidad a la toxicidad del glutamato durante

condiciones de deficiencia energética, puede estar dado por una desregulacion
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de calcio iniciada después de la activacion del receptor a glutamato, una falla
en los mecanismos de extrusién del Ca?*, una sobrecarga de Ca?*, una
despolarizacién mitocondrial y una eventual apertura del poro de transicion de
la permeabilidad (Ankarcrona et al., 1995; Budd y Nicholls, 1996; Schinder et
al,, 1996; White y Reynolds, 1996). La administracion intrahipocampal de
yodoacetato reduce significativamente los niveles de ATP y produce daro
neuronal 24 h después de su administracion (Massieu et al., 2003; Massieu et
al., 2000). La muerte celular puede estar relacionada con un mecanismo
mediado por glutamato, ya que la concentracion de glutamato vy
particularmente de aspartato, se incrementa en el espacio extracelular durante
la administracion intracerebral de yodoacetato (Sandberg et al., 1985; Massieu

etal., 2000).

Efecto protector de sustratos energéticos y de antagonistas de
receptores a glutamato.

En el presente trabajo se evaludé la capacidad del piruvato y del
acetoacetato como posibles neuroprotectores contra el dafio inducido por la
inhibicién glicolitica. La administracion de piruvato y de acetoacetato previene
significativamente el dano inducido por la administracién de yodoacetato (50
pM) durante 30 min. Esta proteccién correlaciona con el mantenimiento de los
niveles de ATP cercanos al control. Se ha visto que el piruvato puede preservar
la funcién sinaptica y la integridad morfol6gica de las neuronas en rebanadas

de hipocampo en condiciones de ausencia de glucosa y durante la inhibicién
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glicolitica (lzumi et al., 1997), asi como prevenir el dafio inducido por glutamato
(Ruiz et al., 1998) y por NMDA en ausencia de glucosa (Maus et al., 1999) en
cultivos de neuronas corticales y de estriado, respectivamente, por un proceso
que implica la produccién de ATP, un incremento en la tasa de respiracion
aerobica y una disminucién en la concentracion del calcio citosoélico (Villalba et
al.,, 1994; Eimerl y Schramm, 1995; Maus et al., 1999). De la misma manera
en nuestro laboratorio hemos observado que la administraciéon de piruvato
previene la muerte inducida por glutamato en condiciones de deficiencia
energética (Garcia y Massieu, 2001). Ademas se ha propuesto que el efecto
protector del piruvato puede deberse a su capacidad de reaccionar con el H,O,
para formar acetato, agua y diéxido de carbono, disminuyendo asi su
concentracion (Desagher et al., 1997). Asimismo, se ha propuesto que el
efecto protector de los cuerpos cetdnicos podria estar relacionado con la
disminucioén en la produccion de radicales libres mitocondriales, ya que se ha
observado que estos presentan la capacidad de disminuir la forma reducida de
la coenzima Q, la cual es el principal origen de radicales libres (superoxido)
mitocondriales (Dugan y Choi, 1999). Ademas el metabolismo de los cuerpos
ceténicos reduce al NADP libre, favoreciendo la reduccién del glutation y
promoviendo la degradacién enzimatica del H;0; por la reaccién de la glutatién
peroxidasa (Veech et al., 2001). /n vivo se ha demostrado que los sustratos
energéticos, piruvato y acetoacetato pueden proteger contra el dafio inducido
por glutamato en un modelo de inhibicion glicolitica (Massieu et al., 2000;

2003).
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La muerte celular que se observa en condiciones de inhibicion glicolitica es
aparentemente excitotoxica debido a que el MK-801 y el NBQX la previenen
eficientemente. Este resultado concuerda con los reportados en retina de pollo
donde el daio neuronal inducido por inhibicién glicolitica es prevenido por MK-
801 (Zeevalk y Nicklas, 1990; 1992). En estudios realizados en cultivos de
hipocampo de CA1 y en cultivos de células granulares de cerebelo, el MK-801
no tuvo un efecto protector sobre la muerte inducida por yodoacetato (100 uM),
mientras que la administracién de diferentes antioxidantes (vitamina E, trolox,
hidroxitolueno butilado y U83836E) mostré un efecto neuroprotector. Estos
resultados han llevado a sugerir que el mecanismo de muerte inducido por la
administracion de yodoacetato no es de tipo excitotoxica, sino que el dafo esta
mediado por la produccién de radicales libres (Uto et al., 1995; Malcolm et al.,
2000). Esta diferencia en el efecto del MK-801 posiblemente se debe a las
concentraciones de yodoacetato utilizados en ambos estudios, ya que la
administracion de yodoacetato (100 puM) en nuestros cultivos de hipocampo
induce una mayor muerte celular (90 %), y una disminucién mas significativa
en los niveles de ATP, posiblemente debido a que involucra mecanismos
adicionales (Fig. 1A). En un estudio paralelo, los cultivos fueron tratados con

dos dosis de yodoacetato (50 y 100 uM), observandose que a concentraciones
de 100 uM de yodoacetato, la muerte es prevenida significativamente con la

administracion de vitamina E y en menor magnitud por el tratamiento con MK-

801, mientras que con la dosis de 50 uM el dafio neuronal es prevenido

eficientemente con MK-801 y con vitamina E. Lo anterior indica que cuando las
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células son expuestas a una deficiencia energética muy aguda (100 uM de
yodoacetato) el mecanismo de muerte preponderantemente es la generacion
de estrés oxidativo, mientras que si las neuronas son expuestas a condiciones
de deficiencia energética parcial (50 uM de yodoacetato), el mecanismo de

muerte puede ser de tipo excitotéxico.

Efecto de los sustratos energéticos en los niveles de ATP

En presencia de acetoacetato y de piruvato los niveles de ATP tienden a
incrementarse, siendo este incremento significativo sélo en el caso del
acetoacetato a las 4 y 8 h. Posiblemente no observamos un aumento en la
concentracion de ATP en todos los tiempos, debido a que el ATP que se
sintetiza puede ser utilizado rapidamente para mantener funcionales a las
ATPasas y todos los sistemas celulares que requieren de energia. Estos
resultados sugieren que el efecto protector del acetoacetato podria estar
relacionado con la restauracion de los niveles de ATP durante la inhibicion
glicolitica. De acuerdo con lo anterior, un estudio reciente de Suzuki et al.
(2001) muestra que la administracion intraventricular de B-hidroxibutirato
(precursor del acetoacetato) previene la disminuciéon de ATP y el edema
cerebral en un modelo de isquemia cerebral transitoria. Asimismo, otro trabajo
demuestra que la cetosis incrementa la tolerancia a la hipoxia en ratones, a
través de la utilizacién preferencial de los cuerpos cetdnicos en el cerebro en
estas condiciones (Krisch y D’Alesy, 1984). Ademas, recientemente, un estudio

in vitro muestra que el B-hidroxibutirato restaura la actividad sinaptica y
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preserva la integridad morfolégica de las células después de un periodo de
privacion de glucosa o inhibicion glicolitica en rebanadas de hipocampo de

ratas inmaduras (Izumi et al., 1998).

Nuestros resultados y los trabajos antes descritos muestran que los
sustratos energeéticos, piruvato y acetoacetato pueden ser una fuente
energética alternativa durante un estado de estrés energético, como en la

hipoxia/isquemia, hipoglicemia e inhibicién glicolitica.

El dafo neuronal inducido por inhibicion glicolitica es dependiente de
calcio.

Muchos trabajos sugieren que un evento critico en la muerte neuronal
inducida por isquemia y otras condiciones patoldgicas, es la disrupcion de la
homeostasis del calcio (Choi, 1995; Kristian y Siesjo, 1998; Orrenius vy
Nicotera, 1994). Inicialmente se planteaba que en la isquemia el evento inicial
era una excesiva entrada de calcio intracelular, derivado de la activacion de los
receptores a glutamato (Siesjé y Bengtsson, 1989). Mas recientemente se ha
propuesto que la disrupcibn de Ila homeostasis de calcio de pozas
intracelulares (particularmente el RE), contribuye al dafio neuronal en la
isquemia y en otros estados patolégicos (Paschen, 2000; Parchen y Doutheil,
1999; Wei and Perry, 1996). En el presente trabajo se encontré que el calcio
participa de forma importante en la muerte neuronal inducida por la inhibicién
glicolitica, debido a que tanto la ausencia del calcio extracelular, como la

presencia de Bapta-AM (quelante de calcio citosélico libre) previnieron
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significativamente la muerte neuronal y mantuvieron la integridad morfolégica
de los cultivos de hipocampo. Tymianski et al. (1993 y 1995) ha mostrado que
el Bapta-AM previene el dafo inducido por glutamato in vitro e in vivo.
Contrario a esto, en la linea celular, la SH-SY5Y se muestra que el Bapta-AM
es toxico a altas concentraciones, este efecto se debe posiblemente a una
alteracion en el balance de Ca®* intracelular en los organelos intracelulares

(Wang et al., 2002).

Las pozas intracelulares de Ca** del RE participan en el mecanismo de
muerte inducido por Ca**, excepto la SERCA.

La tapsigargina, un inhibidor irreversible de la SERCA, ha sido usada como
una herramienta experimental en células neuronales y no neuronales para
investigar la posible participacion de la disfuncion del RE en eventos
apoptéticos (Parchen y Doutheil, 1999). En este trabajo se inhibi6 la captura de
Ca® citosélico por la SERCA, tratando de incrementar la concentracion de
Ca®" intracelular y depletar las pozas intracelulares de Ca®*. En condiciones de
inhibicién glicolitica no se observd que la SERCA participara en el proceso de
muerte, ya que el tratamiento con inhibidores de la SERCA, tapsigargina, acido
ciclopiazénico y TMB-8 (los ultimos inhibidores reversibles) no exacerb6 la
muerte inducida por yodoacetato. Sin embargo, se observé que la tapsigargina
fue toxica en altas concentraciones y durante una exposicion prolongada. En
un modelo de privaciéon de oxigeno y glucosa, la administracion de tapsigargina
no incremento significativamente la concentracién de Ca®* intracelular (Wei y

Perry, 1996). Lo anterior podria explicar por qué en condiciones de inhibicion
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glicolitica, la SERCA no exacerba el dano neuronal. Sin embargo, se ha
reportado que el tratamiento con tapsigargina en diversos tipos celulares
incrementa la concentracion de calcio e induce muerte apoptética (Takadera y
Ohyashiki, 1998; Wei y Perry, 1996; Parchen y Doutheil, 1999). El vaciamiento
de las pozas intracelulares de calcio por tapsigargina, acido ciclopiazénico y
BHQ, induce la muerte de la linea neuronal SH-SY5Y (Nguyen et al, 2002). Sin
embargo, en nuestras condiciones experimentales la inhibicién de la SERCA
no modificé el efecto del yodoacetato aunque son necesarios experimentos
adicionales para conocer el efecto de esta inhibicién sobre la concentracion de

calcio intracelular.

La induccion de la liberacion de calcio por activacion del receptor a
rianodina del RE por cafeina y rianodina (1 uM) exacerb6 la muerte inducida
por el tratamiento con yodoacetato. El tratamiento con cafeina induce un
incremento en la concentracion de Ca® intracelular en neuronas sensoriales
(Hoesch et al. 2002), y en neuronas granulares de cerebelo (Simpson et al.
1996). En cultivos neuronales en condiciones de privacion de oxigeno y
glucosa se ha observado que el vaciamiento de las pozas intracelulares de
Ca** es causado por la activacion de receptores a rianodina, implicando que la
sobreactivaciéon de estos receptores participa en el dafio neuronal (Pisan et al.

2000).
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La inhibicién de la liberacién de Ca** por los receptores a rianodina e IP;
del RE previene la muerte inducida por la inhibicion glicolitica.

El dantroleno, es usado clinicamente desde 1974 para el tratamiento de
hipertermia maligna y espasmos musculares, ya que actia inhibiendo la
liberacién de Ca®* de pozas intracelulares via receptores a rianodina en el RE
(Wei and Perry, 1996). En este trabajo se demuestra la participacién de las
pozas intracelulares de calcio, debido a que el dantroleno, la rianodina (25 pM)
y la XeC, que inhiben la liberacién de calcio de los receptores a rianodina e IP3
del RE, previenen la muerte inducida por inhibicion glicolitica. En estudios tanto
in vitro como in vivo, se ha mostrado que el dantroleno inhibe la elevacién de
los niveles citosdlicos de Ca®* y la neurotoxicidad producida por NMDA,
glutamato o despolarizacion por potasio (Bouchelouche et al. 1989; Frandsen y
Schousboe; 1991, 1992, 1993; Simpson et al.,, 1993; Mody and MacDonald,
1995; Gepdiremen et al., 2001). Igualmente, varios estudios in vivo han
mostrado que el dantroleno presenta un efecto neuroprotector cuando este es
administrado intraventricularmente después de un evento isquémico (Zhang et
al., 1993; Wei y Perry, 1996; Nakayama et al., 2002). Por otro lado, Kross et al.
(1993) no encontré un efecto protector en un modelo de isquemia global,
cuando el dantroleno fue administrado sistémicamente, este efecto podria
deberse a la utilizacién de una dosis inadecuada o a la baja permeabilidad de
la barrera hematoencefalica al farmaco. Sin embargo, otro estudio también
encontré un efecto neuroprotector en un modelo de hipoxia en ratas inmaduras

(Makarewicz et al. 2000). Por otra parte, varios estudios sugieren que el
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dantroleno previene la muerte y el incremento en la concentracion de Ca®*
intracelular inducido por tapsigargina (Nguyen et al., 2002; Wei y Perry, 1996),

por lo que su accién podria no limitarse a los receptores de rianodina.

Ademas de inhibir la liberacion de Ca®* de pozas intracelulares del RE, se
ha propuesto que el dantroleno inhibe la entrada de Ca** por el receptor a
NMDA, sugiriendo que este farmaco puede inhibir la actividad del receptor a
NMDA (Makarewicz et al., 2003). También se ha propuesto que el efecto
protector del dantroleno contra la muerte inducida por 3-hidroxikinurenina en
células PC12 y GT1-7, se debe a que este incrementa la expresion de la
proteina Bcl-2 (Wie et al., 2000). Igualmente, se ha sugerido que el dantroleno
puede actuar como antioxidante, debido a que en un estudio in vitro se
encontré que este farmaco presenta un importante poder reductor y actividad
de atrapador de radicales libres (Blyukokuroglu et al., 2001). En macréfagos
alveolares de rata (Chou et al., 1999) y en la rata in vivo (Wu y Yen, 1997) se
ha observado que el dantroleno inhibe la actividad de la oxido nitrico sintasa,
sugiriendo una actividad antioxidante del dantroleno. Turner et al. (2001) ha
reportado que el dantroleno inhibe la liberacion de calcio inducida por la
microinyecciéon de IP3 y por la exposicion a ATP en neuronas mientéricas,
sugiriendo que este farmaco puede inhibir la actividad tanto de los receptores a

rianodina como de los receptores a IP3del RE.

De la misma manera que el dantroleno, la rianodina a una concentracion

micromolar inhibe el incremento en la concentraciéon de Ca?* intracelular. En
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este estudio el efecto protector de la rianodina no fue tan eficiente como en el
caso del dantroleno. Esto se puede deber a que el dantroleno no actta sobre el
receptor a rianodina, ya que varios estudios han observado que el dantroleno
no interfiere con la unién de la rianodina con su receptor y esta Gltima tampoco
interfiere con la unién del dantroleno con el mismo receptor, esto podria estar
indicando que los sitios de unién para estos dos farmacos pueden ser distintos

(Palnitkar et al., 1997).

La XeC es un potente y selectivo inhibidor de los receptores a IP3, con una
ICso de 350 nM, la cual es 30 veces mas baja que la ICso para el receptor a
rianodina. Se ha propuesto que la inhibicién del receptor a IP; por la XeC
puede deberse a que ésta bloquea directamente al poro 6 que modifica
alostéricamente al receptor impidiendo la unién del IP; al mismo (Gafni et al.,
1997). En este estudio se utilizé la XeC (2 uM) para investigar la participacion
del receptor a IP3 en el mecanismo de muerte inducido por inhibicién glicolitica.
Observamos que este farmaco inhibe significativamente la disminucién en la
reduccién de MTT en los cultivos de hipocampo. La XeC ha sido probada en
diversos modelos que inducen la liberacién de Ca®* de los receptores a IP;
(Miyamoto et al., 2000; Ozaki et al., 2002). La Xec no afecta el incremento en
la concentracion de calcio intracelular inducido por cafeina y rianodina en
células PC12 (Gafni et al.,, 1997). Similarmente, el tratamiento con XeC
previene la muerte neuronal y el incremento en la concentracién de Ca?*

intracelular en condiciones de deficiencia energética, en un modelo de
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inhibiciéon del complejo Il de la cadena transportadora de electrones (Lee et al.,

2002).

En condiciones de deficiencia energética inducida por inhibicion
glicolitica no hay cambio en los niveles extracelulares de aminoacidos
excitadores.

En este estudio podemos observar que la administracion de yodoacetato no
tuvo efecto alguno sobre los niveles extracelulares de glutamato y aspartato,
excepto en los de aspartato cuando las células presentan una deficiencia
energética aguda inducida por una dosis de yodoacetato de 100 pM. En un
estudio en retina de pollo se muestra un resultado similar, en donde la
administracion de yodoacetato no afecta la concentracion de aminoacidos
extracelulares (Zeevalk y Niclas, 1990, 1992). Por el contrario in vivo, el
tratamiento con altas concentraciones de yodoacetato (1-5 mM) aumenta
significativamente los niveles de aspartato y glutamato en el medio
extracelular (Sandberg et al., 1985; Massieu et al, 2000). In vitro
concentraciones altas de yodoacetato (mM), también aumentan la
concentracion de aminoacidos extracelulares (Madl y Burgesser, 1993;

Longuemayre y Swanson, 1995).

Durante la excitotoxicidad clasica se presenta un incremento en la

concentracion de aminoacidos excitadores en el medio extracelular, que induce

una sobreactivacion de los receptores a glutamato, produciendo finalmente
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muerte neuronal por agotamiento de las pozas energéticas y el incremento del
calcio. En condiciones de inhibicién glicolitica, hay un decremento en los
niveles de ATP que promueve una disminucion en la actividad de la ATPasa
Na'/K*, colapsando el gradiente i6nico membranal, provocando a su vez
despolarizacion membranal y liberacién del Mg?* que normalmente bloquea el
receptor NMDA. Lo anterior permite la activacion del receptor a NMDA aun a
bajos niveles de aminoacidos excitadores en el medio extracelular (Zeevalk y
Nicklas, 1990; 1992). A este proceso se le ha denominado excitotoxicidad
secundaria. Nuestros resultados apuntan a que este proceso es el responsable
de la muerte en nuestras condiciones experimentales ya que es dependiente
de la activacion de receptores a glutamato, aun cuando la concentracién de

aminoacidos extracelulares no aumenta.

Finalmente en base a todos los datos obtenidos en el presente trabajo
podemos inferir que el mecanismo de dafio inducido por la inhibicion glicolitica
se debe a la entrada de Ca?" a través de los receptores a glutamato de tipo
NMDA, ya que la eliminacién del Ca®* extracelular y la administracién de MK-
801, antagonista del receptor NMDA, previenen la muerte neuronal. Ademas, la
entrada de calcio por los receptores NMDA puede inducir liberacién de calcio
de las pozas intracelulares del RE. Esto puede sugerirse debido a que los
farmacos que inhiben el incremento en la concentracion de calcio intracelular
(Bapta-AM) y la Iiberacién de calcio de pozas intracelulares (dantroleno,
rianodina y XeC) previenen la muerte en condiciones de inhibicién glicolitica

(Fig. 17). Las consecuencias del incremento en la concentraciéon de cailcio

13



intracelular podrian ser la activacibn de proteasas, fosfolipasas vy
endonucleasas y la generacion de especies reactivas de oxigeno, lo cual en su

conjunto contribuiria al proceso de muerte.

Despolarizacion

l Aym Glucosa

\ Glicdlisis
2

tNa*] ;S A

NOS —— NO* + O,” — ONOO

’ Proteasas
T[Caz+1 Xantina oxidasa Piruvato

T T Fosfatasas Acetoacetato
Endonucleasas

Dantroleno 2
Rianodina

Figura 17. Mecanismos que podrian participar en la muerte neuronal inducida
por inhibicién glicolitica.
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CONCLUSIONES

La muerte inducida en condiciones de inhibicién glicolitica es un proceso
lento que depende en gran medida de los niveles energéticos, promoviendo un
mecanismo de excitotoxicidad secundaria. Asi mismo, la entrada de calcio por
lo receptores NMDA vy la liberacion de calcio de las pozas intracelulares del

reticulo endoplasmico intervienen activamente en el proceso de muerte.
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